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 論文題名 
Elevation and suppression of paraoxon-induced epileptic activity in the rat 
hippocampus 
ラット海馬スライスにおけるパラオキソン誘発性てんかんの促進および抑制因子の検討 
 
 研究目的 
農薬や神経ガスとして使用される有機リン剤はコリンエステラーゼ（ChE）阻害薬であり、
有機リン中毒ではアセチルコリン（ACh）の過剰な蓄積により意識障害、けいれん重積、
呼吸停止、てんかん等の中枢神経症状を引き起こす。しかし、有機リン系 ChE阻害薬の中
枢神経作用を直接評価した電気生理学的研究は少なく、有機リン誘発てんかんの発生機序
に関わる研究は十分ではない。一方で、有機リン中毒の症状である呼吸不全に伴う呼吸性
アシドーシスやけいれん重積が、細胞外カリウム濃度を上昇させることが知られており、
細胞外カリウム濃度の上昇はてんかんを誘発することが多数報告されている。私は細胞外
カリウム濃度の上昇が中枢神経系における有機リン誘発性てんかんの促進因子の一つで
あり、また有機リン中毒の臨床的治療薬であるアトロピン（ムスカリン受容体遮断薬）お
よびプラリドキシム（PAM、オキシム剤）が、てんかんの発生を抑制すると仮説を立てた。
本研究は、ラット海馬スライス CA1 領域より同時記録される集合電位（Population 
spikes： PSs）および興奮性シナプス後場電位（ field excitatory postsynaptic 
potentials：fEPSP）を用いて、１）高カリウム環境下におけるパラオキソンのてんかん
誘発作用および PSs、fEPSP に及ぼす影響、２）パラオキソンに対するアトロピンおよび
プラリドキシムの治療効果、ならびに３）選択的ムスカリン型アセチルコリン受容体
（mAChR）拮抗薬を用いた責任受容体を解明することを目的として行われた。 
 
 研究方法   
４〜５週齢の Wistar 系ラットをイソフルラン麻酔下に断頭し、速やかに脳組織を摘出し
た。ビブラトームを使用し厚さ 400μm の海馬スライス標本を作製した。標本は 1 時間以
上の回復期間をおいた後、標準酸素化人工髄液［組成（mM）：NaCl; 123.0, KCl; 4.5, CaCl2; 
2.5, MgSO4; 1.2, NaHCO3; 25.0, Na2HPO4; 1.2, glucose; 10］を灌流した実験用チャンバ
ーに移し、電気生理学的記録を行った。記録は多点同時記録が可能な MEA system を用い
て行った。海馬スライスの CA３領域のシャッファー側枝を刺激し、 CA１領域の錐体細胞
層におかれた電極から PS を、放線状層におかれた電極から fEPSP を同時に細胞外記録し
た。細胞体の活動電位を反映する PS amplitude と、グルタミン酸興奮性シナプス伝達を
反映する fEPSP slope を計測した。またてんかんの活動性は単発の電気刺激で発生する多
発性スパイクの発生率とスパイク数で評価した。各薬剤は灌流液に目的濃度に溶解して 20
分灌流投与することとした。検討項目は、１）標準カリウム濃度（4.5 mM）でのパラオキ
ソンの影響、２）高カリウム濃度（6.0、7.5、9.0 mM）でのパラオキソンの影響、３）PAM
の影響、４）アトロピンの影響、５）選択的ムスカリン受容体拮抗薬（M1—M4）の影響と
した。PAMおよびアトロピンはパラオキソンに対する前、同時、後投与を評価した。 
統計学的検定は Fishe’s exact test、paired-Student’s t-test、one-way or two-way 
repeated-measures analysis of variance（ANOVA）、one-way ANOVA を、post hoc test
として bonferroni’s multiple comparison test を用い、p < 0.05を有意差ありとした。 
 
研究成績および考察 
１） パラオキソンの影響 
4.5 mM [K+]eではパラオキソンは fEPSP slope を低下させたが、PS amplitude には影響を
与えなかった。また、パラオキソンは多発性スパイクを誘発しなかった。 
 
２） 細胞外カリウム濃度変化による影響 
6.0 mM [K+]eへの上昇は、PS amplitudeと fEPSPを変化させなかった。パラオキソンは、
PS amplitudeと fEPSPを低下させたが、多発性スパイクは認めなかった。7.5 mM [K+]eへ
の上昇は、PS amplitudeを有意に上昇させたが、fEPSP slopeを変化させなかった。パラ
オキソンは PS amplitudeと fEPSPをともに低下させた。7.5 mM [K+]eへの上昇により多発
性スパイクの誘発を認めたが、パラオキソンはその発生率とスパイク数を有意に増加させ
た。9.0 mM [K+]eへの上昇は、多発性スパイクの誘発とともに PS amplitudeと fEPSP slope
をともに低下させた。パラオキソンは PS amplitude と fEPSP slope、および多発性スパイ
クの発生率とスパイク数に影響を与えなかった。7.5 mM [K+]e への上昇が、もっともパラ
オキソン誘発性てんかんを惹起したため、以降の研究の灌流液として使用した。 
 
３） PAMの影響 
PAMの前投与は、パラオキソンによる PS amplitudeと fEPSP slopeの低下を防止した。PAM
とパラオキソンの同時投与は、PS amplitudeと fEPSP slopeを低下させた。PAMの後投与
は、パラオキソンによる PS amplitudeと fEPSP の低下を防ぐことができなかったが、Wash 
outにより PS amplitudeの回復を認めた。また、すべての投与手段において、PAMは多発
性スパイクの発生率とスパイク数を減少させなかった。 
 
４） アトロピンの影響 
アトロピンの前投与は、パラオキソンによる PS amplitude と fEPSP slope の低下を防止
した。アトロピンとパラオキソンの同時投与は、PS amplitudeと fEPSP slope に影響を与
えなかった。アトロピンの後投与は、パラオキソンによる PS amplitude と fEPSP slope
の低下を回復させた。また、すべての投与手段において、アトロピンは多発性スパイクの
発生率を減少させた。前投与および同時投与ではスパイク数を減少させた。 
 
５） 選択的ムスカリン受容体拮抗薬の影響 
ピレンゼピン（M1-mAChR 拮抗薬）は、パラオキソンによる PS amplitude と fEPSP slope
の低下を防止した。p-fluorohexahydro-sila-difenidol hydrochrolide（p-HHSiD：M3-mAChR
拮抗薬）は、パラオキソンによる PS amplitude の低下を防止したが、fEPSP slopeの低下
は防止できなかった。メトクロピラミド（M2-mAChR拮抗薬）およびトロピカミド（M3-mAChR
拮抗薬）はパラオキソンによる PS amplitude と fEPSP slopeの低下を防止できなかった。
ピレンゼピンおよび p-HHSiDは多発性スパイクの発生率とスパイク数を減少させたが、メ
トクロピラミドおよびトロピカミドは減少させなかった。 
 
上記の結果から、パラオキソンはグルタミン酸シナプス伝達を抑制し、細胞の興奮性を高
めること、またカリウム濃度の上昇もまた細胞興奮性を高めることが示された。カリウム
濃度の上昇がパラオキソン誘発性てんかんの発生を誘発する要因の一つであることが示
唆された。アトロピンがてんかんの発生を抑制したのに対し、PAM は前投与でのみパラオ
キソンの PS および fEPSP に対する抑制作用を防止したが、てんかんの発生は防ぐことが
できなかった。これは高カリウム濃度におけるパラオキソン誘発性けいれんが、わずかな
ムスカリン受容体刺激でも起こりうる可能性を示唆している。また、パラオキソン誘発性
てんかんは M1および M3 mAChR拮抗薬により抑制された。M1および M3 mAChRは Gq/11 
タンパク質共役型受容体であり、この受容体の活性化はシナプス伝達を促進する。有機リ
ン誘発性てんかんは過剰なアセチルコリンの蓄積による Gq/11タンパク質共役型受容体刺
激によって誘発される可能性が示唆された。 
 
結論 
ラット海馬スライス CA１領域において、パラオキソンは高カリウム濃度下でてんかんを誘
発した。このてんかん誘発作用は通常のカリウム濃度では認められなかった。パラオキソ
ン誘発性てんかんはアトロピンの投与にて抑制されたが、PAM は影響を与えなかった。有
機リン誘発性てんかんは、コリンエステラーゼ阻害による過剰なアセチルコリンの蓄積の
結果、M1 および M3 ムスカリン型アセチルコリン受容体が刺激され、細胞興奮性が高まる
ことから誘発されると考えられた。本研究から、有機リン中毒に対する治療として、１）
細胞外液や髄液中のカリウム濃度の正常化が、有機リン誘発性てんかんの発生を抑制する
可能性、２）誘発性てんかんに対しては、PAM ではなくアトロピンが有効である可能性が
示唆された。 
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論文題名 
 
 
Elevation and suppression of paraoxon-induced epileptic activity in the rat hippocampus 
（ラット海馬スライスにおけるパラオキソン誘発性てんかんの促進および抑制因子の検討） 
結果の要旨 
 有機リン中毒時に誘導される細胞外カリウム濃度の上昇に着目し、ラット海馬スライス
を用い、高カリウム下におけるパラオキソンのてんかん波誘発作用、およびその発生機序
について、細胞外記録法を用いて検討した。パラオキソン誘発性てんかん波は、高カリウ
ム下において、コリンエステラーゼ阻害による過剰なアセチルコリンの蓄積の結果、M1 お
よび M3ムスカリン受容体を介して誘発されると考えられた。また、非選択的ムスカリン受
容体拮抗薬であるアトロピンは誘発性てんかん波を抑制したが、プラリドキシムは影響を
与えなかった。 
 本研究は、有機リン誘発性てんかん波の発生機序の一因を科学的に示したもので、医学
博士授与に値する研究成果であるとの評価を審査委員会全員に認められた。  
 
 
